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(57) Werden Zellen, Partikel oder Makromolekule 
mif fluoreszenzmarkierten Antikorpern oder Liganden 
fluoreszenzmarWert und in lichtdurchlassigen Reakti- 
onsgefaBen einem ffussigen oder gelartigen Medium 
aufgeschichtet und zentrifugiert, so kommt es zu einer 
Sedimentation und/oder Auftrennung der Bestandteile 
im Medium. GegenQber einer Uchtquelle (6) mitfluores- 
zenzanregendem Spektrum entstehen Fluoreszenz- 
bandenmuster, die visuell erfaBt oder mittels Scanner 
Oder CCD-Sensor registriert werden. Alternafiv kann 
wahrend der Zentrifugation eine orts- und/oder zeitauf- 
geloste Fluoreszenzmessung durch Zentrifugalanalyse 
ertolgen. Dabei erzeugt eine stationare oder radiar 



FIG.I 



bewegliche Optik (6,7,8) einen punktfOrmigen mono- 
chromatischen Anregungsstrahl, der beim Auftreffen 
auf fluoreszenzmarkierte Bestandteile im Medium eine 
Fluoreszenzlichtemission erzeugt, die durch einen 
Fluoreszenzdetektor (7) erfaBt wird, der auf den jeweili- 
gen Anregungsort im Medium fokusiert ist. Dabei ist 
gewahrteistet, daB wahrend der Zentrifugation jeweils 
innerhalb einer Rotorumdrehung die Fluoreszenzirrten- 
sitat in alien lichtdurchlassigen ReakSonsgefaBen (3) 
erfaBI wird. Die Steuerung Obernimmt eine Zentralein- 
heit. 
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Beschrelbung 

Die Erfindung betrrfft ein Verfahren und eine Vor- 
richtung zur Erfessung von Oberflachenantigenen Oder 
Strukturmerkmalen von Zellen. Partkeln Oder Makro- 
molekoien. 

Werden Vbllblut, Leukozytenkonzentrat, mononu- 
Meare Zellen (nach DicWegradientenzentrifugation aus 
Vbllblut). plattehenreiches Plasma, subzellulare Partike) 
Oder MakromolekOle (DNA, RNA) mit fluoreszenzmar- 
kierten Antikorpern Oder Liganden inkubiert, die spezi- 
fisch gegen Obertlachenantigene Oder Struktur- 
merkmaledieser Besiandteile gerichtet sind. so binden 
die fluoreszenzmarkierten AntikOrper Oder Liganden 
sich spezifisch an korrespondierende Oberflachenanti- 
gene Oder Strukturmerkmale dieser Bestandteile. Dabei 
kann bei Bedarf eine Mehrfachmarkierung vorgenom- 
men werden. z.B. indem man AntikOrper oder Liganden 
unterschiedlicher Spezifitat mil verschiedenen Fluoro- 
chromen koppelt, die bei Anregung Fluoreszenzlicht 
unterschiedlicher Wellenlangen erzeugen. Wird ein der- 
artiger Reaktionsansatz in lichtdurchlassigen Reakti- 
onsgefSSen einem fiussigen Oder gelarligen Medium 
(z.B. aus MikroglaskOgelchen. Latexpartjkeln, Dextran 
oder Zellulose) aufgeschichtet und anschlieBend zentri- 
fugiert, so sedimerrtieren die Bestandteile im Medium 
gemaB ihren unterschiedlicher) physikalischen Eigen- 
schaften und gemaB der PorengrOBe im Gel unter- 
schiedlich schnell, sodaB sich idealerweise eine 
bandenartige Auftrermung der Bestandteile abzeichnet. 
Die verschiedenen Banden reprasentieren z.B. unter- 
schiedliche Zellen, die mrt Ausnahme der roten Zellen 
keine Eigenfarbe besitzen und somit bei Tageslicht nicht 
sichtbar sind. Durch die spezitische MarWerung von 
Oberflachenantigenen mit fluoreszenzmarkierten Anti- 
korpern konnen alle Banden mit fluoreszenzmarkierten 
Bestandteilen (Zellen) gegenuber einer Lichtquelle mit 
fluoreszenzanregendem Spektrum sichtbar gemacht 
werden. Die Abtesung der Fluoreszenzbanden kann 
nach AbschluB der Zentrifugation visuell oder maschi- 
nell ertolgen. Dabei kOnnen die lichtdurchlassigen 
ReaktionsgefaBe Ober einen Scanner mit einer beweg- 
lichen Optik, die einen punktformigen monochromati- 
schen Anregungsstrahl erzeugt und einen 
Ruoreszenzdetektor, der auf den jeweiligen Anre- 
gungsort im ReaktionsgefaB lokusierl ist, abgescannt 
werden. Die Fluoreszenzintensitat Ober den Reaktions- 
gefaften wird ortsauflOsend erfaBt. Alternate kann das 
Ruoreszenzmuster mit dem CCD-Sensor einer Kamara 
erfaBt warden und Ober ein nachgescharietes Compu- 
terprogramm ausgewertet werden. Eine weitere Detek- 
tionsmoglichkeit ist Ober eine Zentrifugalanalyse 
moglich. Dabei werden die Fluoreszenzintensrtaten 
Ober den ReaktionsgefaBen, die in radiarer Anordnung 
auf einem Rotor angeordnet sind, mittels einer statJona- 
ren oder radiar beweglichen Optik wahrend der Zentri- 
fugation orts- und/oder zeitaufgeldst registries. Die 
Optik erzeugt dabei einen punktformigen monochroma- 



tischen Anregungsstrahl, der auf das Medium innerhalb 
der lichtdurchlassigen ReaktionsgefaBe ausgericbtet 
ist Trifft der Strahl auf fluoreszenzmarWerte Bestand- 
teile, wird eine ungerichtets Fluoreszenzstrahlung 

s erzeugt, die durch einen Ruoreszenzdetektor erfaBt 
wird, der auf den jeweiligen Anregungsort im Reaktions- 
gefaB fokusiert ist. Bei der Zentrifugalanalyse. die ein 
bekanntes Ratjonaliaerungsprinzip darstelrt, konnen 
mehrere Messungen zeitgleich erfolgen und ausgewer- 

to tet werden. 

Aus EP 0194212 B1 ist ein Verfahren zum Nach- 
weis einer Erythrozyten-Agglutination bekannt, bei dem 
eine Mischung von Serum und roten BlutkOrperchen 
nach einer Inkubation in ein Gelmilieu gegeben wird, 

is das antikorperhaltig Oder antikarpertrei ist. Diese 
Mischung wird im weiterem Verlauf SedimentatJonsbe- 
dingungen unterworfen, die eine Trennung von Serum 
und roten BlutkOrperchen gewahrleisten, einen Kontakt 
von Blutzellen und AntikOrpern im Gel ermOglichen und 

20 agglutinierte Erythrozyten zurflckhalten, wahrend nicht 
agglutinierte Erythrozyten im Gel sedimerrtieren. Auf- 
grund der Eigenfarbe der Erythrozyten wird das umer- 
schiedliche Sedimentationsverhalten von isolierten 
Erythrozyten und Agglutjnaten visuell abgelesen. Die 

25 Agglutination beruht auf eine Antigen-Antikorperreak- 
tion, die zu einer Vernetzung der beteiligten Zellen fOhrt 
mit Ausbildung groBerer Agglutinate, die das Gel nicht 
passieren kflnnen. Diese Methods findet in der Blut- 
gruppenserologie Anwendung. 

30 Zur Bestimmung der Arrtigenitat von Blutzellen mit- 
tels f luoceszenzmarkierter AntikOrper ist das Verfahren 
der DurchfluBzytometrie etaJMiert. Hierbei durchstrS- 
men markierte Zellen hintereinander eine dQnne Kapil- 
lare, die zentral von einem Laserstrahl durchleuchtet 

35 wird. Passiert eine Zelle den Laserstrahl entstehen 
Streulicht- und Ruoreszenzimpulse, die Ober Detekto- 
ren erfaBt werden. Die Streulichtimpulse ermOglichen 
eine Zuordnung der Zellart Die Ruoreszenzimpulse, 
die durch Bindung spezifischer fluoreszenzmarkierter 

40 AntikOrper entstehen, erlauben den Nachweis von 
Oberflachenantigenen der Zelle. Das Verfahren der 
DurchfluBzytometrie hat sich u.a. bei der immunphano- 
typisierung der Leukamien, der HLA-Typisierung vor 
Transplantafjonen, dem CD34-Monitoring im Rahmen 

45 der Blutstammzellseparation und der Bestimmung von 
Thrombozytenantjgenen bewahrt. 

Das Verfahren der Zentrifugalanalyse wurde von 
Norman G. Anderson bereits in den sechziger Jahren in 
Analytical Biochemistry, Vol. 23, 207-218 (1968) unter 

so dem Titel "Analytical Techniques for Cell Fraktions" und 
in Science, Vol. 166, 317-324, (1969) unter dem Triel 
"Computer Interfaced Fast Analyzers" beschrieben. Bei 
der Zentrifugalanalyse werden Untersuchungsmaterial 
und Reagenzien primar in getrennte Kammern eines 

55 Kuvettenrotorsystems gebracht. AnschlieBend werden 
sie durch Anzentritugieren in der MeBkammer des 
Kuvettenrotorsystems zusammengefOhrt. Die Messung 
der Lichttransmission im Reaktionsansatz erfolgt in der 
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Art, daS jewels innerhalb einer Rotorumdrehung die 
Uchttransmissianswerte aller MeBkammem photome- 
trisch registriert warden. Somit wird insbesondere durch 
die Zentrifugalanalyse ermc-glicht, eine erhebliche 
Anzahl von gleichen Untersuchungen parallel neben- 
einander her ablaufen zu lassen. 

In vielen folgenden Patentartmeldungen, z.B. US 
41 35883, US 3713775, DE 3044385 A1, DE 3314961 
A1 wurde im Zuge der Weiterentwicklung dieses Analy- 
senprinzips die Form der Rotoren immer komplizierter 
gestaltet Oder die Rotortemperierung wurde weitestge- 
hend optimiert. In US 3713775 wurde zudem der Ein- 
satz von Vollblut im Sinne einer weiteren Automatisation 
vorgesehen. Dabei findet in einer integrierten Zentri- 
fuge eine Fraktionierung der zellu&ren Bestandteile und 
des Serums start. 

In US 5 525 240 wird eine Vorrichtung und ein Ver- 
fahren offenbart, bei dem die Zentrifugation eines ftOssi- 
gen Qemisches in einem Zentrifugenrohrchen in der 
Absicht erfolgt. Komponenten des f lOssigen Gemisches 
mit unterschiedlicher Sedimentationsrate zu separie- 
ren. Dazu wird das Qemisch vorab mit Testpartikel ver- 
ssizi, die fiuoreszenzmarfciert sind und die in etwa das 
gleiche Sedimentationsverhalten aufweisen, wie die 
eigerttlich imeressierenden Bestandteile des Gemi- 
sches. Die Sedimentation der Testpartikel wird wahrend 
der Zentrifugation verfolgt uber ein Laser-Array mit kor- 
respondierenden Photodektoren, die in f ixierter radiarer 
Ausrichtung das Zentrifugenrohrchen mit dem Gemisch 
wahrend der Zentrifugation umgeben. Aut die Weise 
kann eine Detektton des Sedimentationsverhartens der 
Testpartikel im Rohrchen stattfinden. Die Zentritugen- 
geschwindigkeit und Zerrtritugationsdauer wird in 
Abhartgigkeit des Sedimentationsverhaftens der Test- 
partikel gesteuert, sodaS insgesamt eine optimale 
Separation der interessierenden Bestandteile erziett 
wird. 

In US 3 679 367 wird eine Vorrichtung zur Messung 
des Partikelanteils (Packed Volume) am Gesamtvolu- 
men eines flQssigen Gemisches offenbart. Dabei wer- 
den z.B. Blutproben uber eine spezielle axiale 
EinfQhrungsvorrichtung nacheinander in ein tontinuier- 
lich laufendes Zentrifugenrotorsystem geladen. Im Zen- 
trifugenrotor werden die Blutproben unter der 
Einwirkung der Zentrifugalkraft in eine peripher lokali- 
sierte Kapillarkammer befordert. Diese ist offenendig 
und hat eine serpentinenartige radiar ausgerichtete 
Konfiguration, d.h. die Kapillare lauft in sich zuruck und 
bildet peripher eine Auffangschleife aus. Dadurch wird 
erziett, dafJ ein fixes Volumen der zugefdhrten Blut- 
probe in der Schleife retiniert wird. In der Folge tritt 
unter der Einwirkung der Zentrifugalkraft eine Sedimen- 
tation der festen Bestandteile der Blutprobe ein. Uber 
eine Optik mit einer Lichtquelle und ainem Lichtsensor, 
die in Hohe der Kapillarschleife zu beiden Seiten des 
Zentrifugenrotors angebracht sind, wird der Sedimerte- 
tionsvorgang abgescannt. Dabei ist in den Strahlen- 
gang ein Ober einen Motor drehbarer Spiegel 



angebracht der eine Ablenkung des Uchtstrahles uber 
die voile Lange der Kapillarschleife ermoglicht. Eine 
nachgeschaltete Elektronik gewahrleistet die Auswer- 
tung der Sedimentationsergebnisse und die Errech- 

5 nung des "Packed volume". 

Aus DE 4041554 C2 ist ein Verfahren zur Zentrifu- 
galanalyse bekannt, bei dem die Sedimentationskinetik 
von Blutzellen, Hamagglutinaten und AntigenAntikor- 
perkomplexen unter Einwirkung von Zentrifugalkraften 

to registriert wird. Dabei wird speziell eine lichtoptische 
Messung durch mehrere stufenweise radiar angeord- 
nete Photometer, Reflektometer bzw. Zeilendioden oder 
uber ein radiar bewegliches Photometer bzw. Reflekto- 
meter Qber der gesamten MeBkammer durchgefOhrt. 

»« Beim Verfahren nach EP 0194212 B1 findet eine 
Bestimmung von Oberfiachenantigen Oder Struktur- 
merkmalen von Erythrozyten durch eine Agglutinations- 
reaktion unter Verwendung nichtmarkierter spezifischer 
AntikOrper start. Nur aufgrund der Eigenfarbe der Ery- 

so throzyten kann eine Abiesung des Sedimerrtationsver- 
haltens dieser Zellen erfolgen. Bestandteile ohne 
Eigenfarbe sind einer Urstsrsuchung hierbei nicht 
zuganglich. Als Standardverfahren zur Erfassung von 
Oberfiachenarrtigenen oder Strukturmerkmalen von 

ss Zellen, Partikeln oder MakromolekQIen unter Verwen- 
dung fluoreszenzmarkferter AntikOrper oder Ugandan 
gift die oben beschriebene DurchfluBzytometrie. Trotz 
ihrer gut reproduzierbaren Ergebnisse ist die Durchf luB- 
zytometrie als ein technisch aulwendiges und kosten- 

so und zeitintensives Verfahren einzustufen, welches 
immer nur die gleichzeitige Durchfuhrung einer einzigen 
Analyse erlaubt. Bei einer grdBeren Analysenzahl wer- 
den rasch die Grenzen dieser Methode erreicht. Alle 
aufgefOhrten Verfahren zur Zentrifugalanalyse sind zur 

35 Erfassung von Oberfiachenantigenen Oder Struktur- 
merkmalen von Zellen, Partikeln oder Makromolekulen 
unter Verwendung spezifischer fluoreszenzmarkierter 
AntikOrper oder Liganden nicht geeignet. In DE 
4041554 C2 erfolgt zwar eine ortsaufgeloste Transmiss- 

40 ions- bzw. Reflenonsmessung in den MeBkammem 
von KOvetten, jedoch ist keine Aufschichtung der 
Bestandteile Qber ein f lussiges oder gelartiges Medium 
vorgesehen, sodaS auch keine bandenartige Auftren- 
nung der Bestandteile erfolgt. Daruberhinaus ist in kei- 

45 nem der aufgefOhnen Verfahren zur Zentrifugalanalyse 
eine ortsaufgeloste Messung der Fluoreszenzintensitat 
vorgesehen. Letzteres setzt eine radiar bewegliche 
Optik voraus, die eine pun ktfflrmige monochromat'sche 
Anregungsstrahlung erzeugt in einem f luoreszenzanre- 

so gendem spektrafem Bereich und einen Fluoreszenzde- 
tektor beinhaHet. der auf den jeweiligen Anregungsort 
im Medium fokusiert ist und der Ober einen Errfssions- 
monochromator verfugt, der nur im spektralen Bereich 
des erzeugten Fluoreszenzticht durchBssig ist, und die 

ss Wellenlange des Anregungsstrahls unterdruckt. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Ver- 
fahren und eine Vorrichtung anzugeben, welches zur 
Erfassung von Oberfiachenantigenen Oder Struktur- 
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